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El entorno marino ha sido reconocido por su riqueza ecosistémica y extensa variedad biológica, tanto 
en flora, fauna como microbiota. Además, cuenta con una amplia gama de condiciones físico-químicas 
que confluyen en un ambiente ideal para la síntesis de moléculas con actividades biológicas y 
potenciales aplicaciones, sobre todo a nivel industrial y clínico. A nivel biomédico, las grandes 
farmacéuticas ahondan arduamente en la caracterización de nuevos principios activos para distintos 
tipos de fármacos, en especial los medicamentos usados para el tratamiento de patologías de alto 
impacto a nivel poblacional y de mayor incidencia a nivel hospitalario, tales como antibióticos y 
antitumorales.  En los últimos años se han desarrollado diversas estrategias para el descubrimiento 
de nuevos productos naturales crípticos, mediante la exploración y expresión de genes biosintéticos 
silenciados. Una de las estrategias más versátiles ha sido la aproximación OSMAC (One Strain Many 
Compounds), basada en la manipulación controlada y sistemática de las diferentes condiciones de 
cultivo microbiano (nutrientes, temperatura, salinidad, aireación, entre otros). 
Para este trabajo de fin de máster se ha planteado la búsqueda de nuevos productos naturales con 
actividad farmacológica a partir del estudio metabolómico del actinomiceto Streptomyces sanyensis, 
aislado de sedimentos de la zona del intermareal de la Bahía de Cádiz. Con este fin, se ha llevado a 
cabo en primer lugar una revisión bibliográfica sobre metabolitos aislados a partir de distintas 
especies de Streptomyces de origen marino con actividad terapéutica, establecida según el sistema de 
clasificación por grupos terapéuticos de medicamentos, el código ATC (acrónimo de Anatomical, 
Therapeutic, Chemical classification system). Los artículos han sido seleccionados bajo distintos 
criterios métricos y teóricos, con la ayuda de la herramienta de búsqueda bibliográfica Sci Finder para 
la obtención de las estructuras de los metabolitos. Posterior a ello, se ha llevado a cabo un estudio 
mediante aproximación OSMAC del metabolismo secundario de S. sanyensis, que nos ha permitido 
seleccionar el medio de cultivo ISP2 y un tiempo de incubación del actinomiceto durante 14 días como 
las condiciones óptimas de cultivo que conducen a un mayor número de metabolitos. Finalmente se 
llevó a cabo una fermentación a gran escala de S. sanyensis bajo las condiciones determinadas, con el 
fin de obtener nuevos compuestos bioactivos que pudieran ser utilizados como compuestos cabezas 
de serie en el diseño y síntesis de nuevos fármacos. La extracción sólido líquido del caldo de cultivo y 
la purificación de las fracciones más apolares mediante técnicas cromatográficas, nos condujo sin 







The marine environment has been recognized for its ecosystem richness and extensive biological 
variety, both in flora, fauna and microbiota. In addition, it has a wide range of physical -chemical 
conditions that converge in an ideal environment for the synthesis of molecules with biological 
activities and potential applications, especially at an industrial and clinical level. At the biomedical 
level, large pharmaceutical companies delve hard into the characterization of new active ingredients 
for different types of drugs, in particular medicinal products used for the treatment of high-impact 
pathologies at the population level and with the highest incidence at the hospital level, such as 
antibiotics and antitumors. In recent years, various strategies have been developed for the discovery 
of new cryptic natural products, through the exploration and expression of silenced biosynthetic 
genes. One of the most versatile strategies has been the OSMAC (One Strain Many Compounds) 
approach, based on the controlled and systematic manipulation of the different microbial culture 
conditions (nutrients, temperature, salinity, aeration, among others).  
 
For this master’s degree project, the search for new natural products with pharmacological activity 
has been proposed from the metabolomic study of the actinomycete Streptomyces sanyensis, isolated 
from sediments of the intertidal zone of the Bay of Cadiz. To this end, a literature review on 
metabolites isolated from different species of Streptomyces of marine origin with therapeutic activity, 
established according to the system of classification by therapeutic groups of medicinal products, the 
ATC code (acronym for Anatomical, Therapeutic, Chemical classification system). The articles have 
been selected under different metric and theoretical criteria, with the help of the bibliographic search 
tool Sci Finder to obtain the structures of metabolites. Subsequently, an OSMAC study of the secondary 
metabolism of S. sanyensis has been carried out, which has allowed us to select the ISP2 culture 
medium and an actinomycete incubation time for 14 days as the optimal culture conditions leading 
to a higher number of metabolites. Finally, a large-scale fermentation of S. sanyensis was carried out 
under the specified conditions, to obtain new bioactive compounds that could be used as standard 
head compounds in the design and synthesis of new drugs. The liquid solid extraction of the culture 
broth and the purification of the most apolar fractions by chromatographic techniques, however, led 






La riqueza biológica brindada por el ambiente marino se extiende en todas las áreas de la sociedad y 
la academia, desde su importancia turística e industrial para el ser humano, hasta llegar a ser el eje 
principal de la ecología acuática. Dentro de este ecosistema, se encuentra una de las mayores fuentes 
de riqueza biológica, a nivel de diversidad de organismos, y química dada la importante cant idad de 
moléculas aisladas a partir de ellos. A todos aquellos compuestos con relevante actividad biológica 
obtenidos a partir del metabolismo secundario de la fauna, flora y microbiota del medio marino se les 
conoce como productos naturales marinos (PNMs). Estos han sido considerados desde mediados del 
siglo XX como potenciales fuentes de moléculas de importancia terapéutica, industrial y 
agroalimentaria.1–3 
 
La relevancia del medio marino respecto al terrestre radica en las condiciones a las cuales se ven 
sometidos los organismos que habitan tales ecosistemas, principalmente de salinidad, temperatura y 
presión, lo que genera en los organismos una amplia gama de metabolitos con características 
estructuralmente únicas, que difieren considerablemente de los compuestos procedentes de 
organismos terrestres. Desde la década de los 70 hasta la actualidad, a nivel marino se han aislado 
numerosos macroinvertebrados (esponjas, corales), algas y microorganismos, a partir de los cuales 
se han hallado aproximadamente 22.000 compuestos bioactivos.1,4–6 
 
Ahora bien, dentro de los organismos marinos, los microorganismos representan el mayor porcentaje 
de la biomasa marina; su relevancia ecológica radica en que son el eslabón inicial de las cadenas  
alimentarias marinas, además de ayudar en el proceso de oxigenación acuática.7 En esta población 
destacan arqueobacterias, bacterias asociadas a esponjas, fotoautótrofos marinos (microalgas y 
cianobacterias), levaduras y microorganismos filamentosos, como hongos y actinobacterias. Las 
investigaciones sobre PNMs a partir de microorganismos presentan ciertas ventajas con relación a 
los macroorganismos, como son una mayor versatilidad en la recolección de muestras, bajas 
implicaciones ecológicas (ya que en macroorganismos se ve necesario tomar cantidades mayores 
para obtener muestras representativas) y mayor facilidad para su reproducibilidad a nivel de 
laboratorio.2 
 
Entre los primeros fármacos aislados del medio marino destacan los procedentes de 





Ziconotida (1) es un péptido obtenido del caracol Conus magus, aprobado en 2004 por los Estados 
Unidos bajo el nombre comercial de Prialt como fármaco para el tratamiento del dolor crónico en la 
lesión de la médula espinal.10 El compuesto antitumoral trabectedina (2) (Yondelis/ecteinascidin-
743 ET-743) aislado del tunicado Ecteinascidia turbinata fue aprobado por la Unión Europea en 
octubre de 2007 para el tratamiento del sarcoma de tejidos blandos.11 
           







En las últimas décadas la investigación se ha centrado en los microorganismos marinos, con más del 
50% de las publicaciones de nuevos PNMs durante el año 201712 sobre moléculas con diversas 
actividades, sobre todo farmacológicas frente a diversas dianas biológicas. Entre ellas cabe destacar 
hoshinolactam (3), aislado de la cianobacteria Oscilatoria sp,13  para el tratamiento de enfermedades 
tropicales; antimicrobianos como cicloheximida, procedente de bacterias como Bacillus 
amyloliquefaciens14 y esclerodiona (4), que presenta actividad anti-proliferativa (anti-glioma), de la 




El filo Actinobacteria incluye bacterias Gram positivas, que se caracterizan por su similitud a los 
hongos, con estructuras bacilares de mayor tamaño respecto al resto de las bacterias y con 
crecimientos oscilantes entre levadurifomes y filamentosos. Alrededor del 10% de la población de 
actinobacterias marinas se ubica en regiones cercanas al trópico, donde se han identificado cerca de 







compuestos bioactivos, lo que representaría aproximadamente el 45% de las fuentes de moléculas 
con actividad biológica relevante, especialmente del género Streptomyces.5,16–18 
 
El marcado interés por los metabolitos biológicamente activos obtenidos a partir de estas bacterias 
surge como consecuencia del gran número de antibióticos aislados de actinobacterias terrestres.19 
Aproximadamente el 70% de los metabolitos procedentes de actinobacterias son utilizados a nivel 
clínico como antimicrobianos,20 antivirales,21,22 antifúngicos,23 antipalúdicos (antimaláricos),24 
inmunosupresores,25 antitumorales,26 inhibidores enzimáticos,27 antioxidantes28 y fármacos 
citotóxicos.19 
 
La relevancia de estos nuevos descubrimientos se enfoca al área biomédica, puesto que es de 
conocimiento común la gran necesidad de profundizar en la búsqueda de productos naturales con 
actividad farmacológica contra patologías de alta prevalencia, abarcando tanto enfermedades no 
transmisibles como infectocontagiosas, que requieren fármacos que, optimizando los regímenes 
terapéuticos, reduzcan sus efectos colaterales y el riesgo de la resistencia microbiana para los 
medicamentos con actividad antibiótica.29,30 De manera emergente, en los últimos años han 
acrecentado su auge las nanopartículas metálicas, habiéndose estudiado las actinobacterias como 
potenciales “biofactorías”31 de estos compuestos de importancia clínica y terapéutica.32,33 
 
Dentro de la flora microbiana explorada en la Bahía de Cádiz se han caracterizado varias cepas de 
actinobacterias, entre ellas Streptomyces sanyensis. Esta especie fue aislada por primera vez de 
sedimento de manglar en el año 2011. Biosintetiza alcaloides tipo indolocarbazoles (ICZ), como 
estaurosporina (5),34 molécula que se caracteriza por su capacidad de inhibir proteínas claves 
(quinasas, topoisomerasas y transportadoras de unión a ATP) a nivel del ciclo celular. Este ICZ (5) 
también muestra actividad antiparasitaria frente a protozoos de importancia clínica,  como 
Acanthamoeba35  y Leishmania,36 mediante la activación de la muerte celular programada a través de 











Respecto a lo expuesto anteriormente, una de las mayores ventajas en el uso de microorganismos 
radica en su riqueza genómica, que crea una base sólida para iniciar una “segunda edad de oro” en el 
descubrimiento de nuevos fármacos. Esto se fundamenta en el descubrimiento de rutas biosintéticas 
que difieren de manera significativa a las expresadas a nivel de laboratorio de manera tradicional, 
conducentes a nuevos metabolitos denominados crípticos a partir de genes silentes que se expresan 
mediante diferentes herramientas: bioinformáticas/matemáticas, genómicas, y experimentales, 
gracias a la alteración sistemática y controlada de condiciones de crecimiento.37,38 
Entre las principales técnicas para el descubrimiento de nuevos productos naturales crípticos 
mediante la exploración y expresión de genes silenciados se encuentra la aproximación OSMAC (One 
Strain Many Compounds). Esta técnica, usada preliminarmente por Zahner39 y acuñada luego por Bode 
y colaboradores,40,41  se basa en la alteración controlada de los parámetros de cultivo, tales como 
componentes del medio (fuente de carbono, nitrógeno, salinidad, oligoelementos, metales), pH, 
aireación del cultivo (incluido el tipo de recipiente de cultivo utilizado), condiciones lumínicas y 
temperatura de crecimiento, entre otros.42 La optimización de las condiciones de cultivo se puede 
lograr mediante modificaciones de un solo factor o basarse en un enfoque estadístico que ayude a 
identificar de manera más eficiente y efectiva los parámetros correctos a manipular.43 
Dentro de las variaciones de la composición de los medios, se encuentra la consistencia de éste, 
habiéndose observado una producción diferencial en medios sólidos respecto a los líquidos. Un 
ejemplo de ello se aprecia en la variación de la producción de antibióticos en Streptomyces sp. USC-
633 marino, al evaluar 11 variaciones de fuentes de carbono, tanto en medios sólidos (tapones de 
agar) como medios líquidos (alícuotas de caldos). Se comprobó la obtención de metabolitos mediante 
ensayos de actividad antimicrobiana de "difusión en el pozo" y de disco en papel contra 5 cepas de 
importancia clínica, observándose una mejor producción de metabolitos con actividad antibiótica 
para los medios sólidos contra las cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 51575) y Escherichia coli 
Migula (ATCC 13706). De las moléculas obtenidas, las  fracciones medias (no polares) manifestaron 
su actividad biológica de manera representativa contra E. coli Migula.44  
Una de las ventajas de la aproximación OSMAC radica en su facilidad de liberar la diversidad química 
derivada de la técnica (Figura 1), puesto que interviene de manera transversal en todas las etapas de 
formación biológica de los metabolitos secundarios, de manera complementaria a las estrategias 





Por otra parte, para el descubrimiento de nuevos productos naturales crípticos destaca la técnica del 
co-cultivo, consistente en el cultivo mixto de microorganismos, ya sean hongos-hongos, hongos-
bacterias o bacterias-bacterias, interacciones determinantes en la modulación de la biosíntesis de 
nuevas moléculas.45  Un ejemplo de ello se aprecia en el co-cultivo de Actinokineospora sp. EG49 y 
Nocardiopsis sp. RV163,46 que indujo la biosíntesis de cuatro productos naturales que no se 
detectaron en el cultivo de ninguno de los dos microorganismos por separado, N-(2-hidroxifenil)-
acetamida (6), 1,6-dihidroxifenazina (7), 5α,6,11α,12-tetrahidro-5α,11α-





Existen también otras estrategias para estimular la biosíntesis de nuevos metabolitos secundarios, 
como es el uso de elicitadores químicos, que se han utilizado con éxito para aumentar la diversidad y 
la cantidad de los metabolitos producidos por un microorganismo específico.47 Un ejemplo de ello se 
aprecia en la investigación realizada por Seyedsayamdost (2014),48 quién demostró que las 
concentraciones subletales del antibiótico trimetoprima inducen la expresión de varios metabolitos 
especializados de clústeres en Burkholderia thailandensis E264.48,49 
 
Con base en lo anteriormente descrito, en el desarrollo del documento escrito se encuentra una 
ampliación de los PNMs derivados de actinobacterias del género Streptomyces spp con especial 
énfasis en aquellos metabolitos con actividad biomédica. 





















En conformidad con lo expuesto en la introducción, en el presente trabajo se lleva a cabo una 
profundización científica enfocada mediante revisión bibliográfica, sobre los metabolitos con 
relevante actividad biomédica de actinomicetos del género Streptomyces de origen marino, 
contrastada con los datos obtenidos del estudio metabolómico de la especie Streptomyces sanyensis, 
aislada de la bahía de Cádiz, mediante la aproximación OSMAC de la cepa, para así visualizar posibles 
moléculas con potencial aplicación farmacológica.  
 
Así, se plantea como objetivo principal en el presente Trabajo de Fin de Máster la búsqueda de 
nuevos productos naturales con actividad farmacológica a partir del estudio metabolómico 
del actinomiceto S. sanyensis, aislado de sedimentos de la zona del intermareal de la Bahía de 
Cádiz.  
 
Para llevar a cabo tal fin, se proponen los siguientes objetivos específicos:  
 
I. Revisión Bibliográfica  
En primer lugar, se llevará a cabo una revisión bibliográfica sobre los metabolitos aislados a partir de 
actinomicetos del género Streptomyces de origen marino y su posible potencialidad biomédica, lo que 
nos dará una idea de la diversidad de las estructuras y actividades biológicas que exhiben.  
 
II. Estudio metabolómico del actinomiceto Streptomyces sanyensis 
Posteriormente, abordaremos la fermentación del actinomiceto S. sanyensis bajo diferentes 
condiciones de cultivo que nos permitan inducir la expresión de grupos de genes biogenéticos 
silenciados, con el fin de obtener nuevos compuestos bioactivos que puedan ser utilizados como 












4. MATERIAL Y MÉTODOS   
 
4.1. Revisión bibliográfica 
El método para llevar a cabo la recopilación de la bibliografía se basa en el análisis de diferentes 
criterios métricos de los productos de investigación científica que de manera cuantitativa permiten 
recuperar, sistematizar, analizar, visualizar, evaluar, obtener tendencias y patrones de grandes 
cantidades de información.50 
 
4.1.1. Estrategia de búsqueda 
Se diseñó una estrategia de búsqueda enfocada en la actividad biológica de los metabolitos obtenidos 
de cepas marinas de Streptomyces spp. con potencial campo de acción a nivel biomédico. Para ello se 
realizó la selección de los artículos de la base de datos SciFinder de American Chemical Society, 
apoyada en ISI (Web of Science), Scopus y Science Direct de Elsevier, con un rango de años de 
publicación dentro de la última década. Se estableció este rango teniendo en cuenta la temporalidad 
de las revisiones bibliográficas realizadas en la temática, donde se abarca un periodo de 10 años 
(2010-2020), lo que lleva a delimitar los estudios publicados en el año 2020, debido a que la búsqueda 
se realizó antes de que finalizase. 
 
4.1.2. Criterios de selección de artículos. 
Actualmente la investigación de metabolitos obtenidos a partir de microorganismos marinos, con 
especial énfasis en aquellas moléculas con actividad farmacéutica, representa un gran número de 
publicaciones, situación que genera la necesidad de filtrar artículos que no se enfoquen directamente 
al estudio metabolómico del género Streptomyces de origen marino. Para ello se establecieron los 
criterios de inclusión y exclusión, especificados en la Tabla 1.  
 
Tabla 1.  Criterios de selección de artículos 
Criterio Inclusión Exclusión 
Poblacional 
Artículos sobre bacterias 
del género Streptomyces, 
de origen marino. 
Investigaciones de microorganismos no bacterianos 
(en especial de hongos y microalgas), bacterias de 
familias diferentes a la Actinobacteria y de 









reflejen un exhaustivo 
screening metabolómico a 
partir de los extractos 
obtenidos de 
Streptomyces spp. con 
fines terapéuticos. 
Artículos que presentasen moléculas con una 
actividad biológica fuera del espectro farmacéutico. 
Experimental 
Artículos que lleven a 
cabo la elucidación y 
caracterización de 
metabolitos a partir de 
Streptomyces spp. 
Revisiones bibliográficas donde no aparezca la 
caracterización de las moléculas obtenidas.  
Ensayos in silico donde no se realice correlación con 
datos experimentales de caracterización de la 
molécula obtenida. 
 
4.1.3. Cribado de resultados 
En un principio, se colocan en los motores de búsqueda palabras claves fundamentales en la temática: 
“metabolitos” “Streptomyces” “marino”, que delimita la búsqueda de literatura en las bases de datos 
con la respectiva equivalencia de idiomas. Posteriormente se realizarán los cribados por grupo 
terapéutico de la molécula según lo establecido en el sistema de clasificación por grupos terapéuticos 
de medicamentos, el código ATC (acrónimo de Anatomical, Therapeutic, Chemical classification 
system),51  con especial relevancia para metabolitos con actividad antiinfecciosa, antiparasitaria, 
antineoplásicos e inmunomoduladores y a nivel cardiovascular, atendiendo a algunos de los 
principales tópicos a nivel de salud pública, como son las enfermedades infecciosas y crónicas no 
transmisibles. 
 
Se llevaron a cabo tres cribas en las bases de datos (Esquema 1). Los artículos de interés fueron 
filtrados teniendo en cuenta los criterios de inclusión establecidos, luego seleccionados por título, 
contenido del resumen (abstract) y cuerpo del artículo. Para la organización de los artículos 
seleccionados, se agruparon de acuerdo con la actividad terapéutica y las estructuras de los 
metabolitos obtenidos. Finalmente, se realizó una puesta en común sobre los resultados encontrados, 
tabulando en una base de datos los artículos con datos bibliográficos como autor, año, nombre de la 













4.2. Estudio metabolómico del actinomiceto Streptomyces sanyensis 
4.2.1. Cepa de estudio 
El microorganismo utilizado en este estudio fue aislado por el grupo de “Microbiología Aplicada” de 
la Universidad de Cádiz a partir de sedimentos marinos extraídos a lo largo de  un gradiente del 
intermareal en el Parque Natural Bahía de Cádiz (San Fernando).  
La bacteria fue identificada por la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) como Streptomyces 
sanyensis, mediante amplificación directa por PCR del gen 16S rRNA, secuenciación parcial del mismo 
(con lecturas en las dos direcciones) y análisis de las secuencias,52 utilizando EzBioCloud53 y BLAST.54  
La cepa identificada se conservó en micelio sobre fragmentos de Agar ISP2 en glicerol al 80% a                    
-40 °C. Este cultivo está depositado en la Colección de cultivos bacteriológicos del Departamento de 
Química Orgánica de la Universidad de Cádiz. 
4.2.2. Medios de cultivo  
S. sanyensis fue sembrada en medio 6 Bac, MD y en diferentes medios de cultivo nombrados como ISP, 
estandarizados por el Proyecto Internacional de Streptomyces (International Streptomyces Project 
por sus siglas en inglés).55 Todos los componentes utilizados están especificados en la tabla 2. 
 






Tabla 2. Medios de Cultivo 




5g triptona, 3g extracto de 
levadura, 20g agar 
Se adicionan los componentes en un matraz 
para luego añadir hasta 1 L de agua de mar 
ISP2 7,3 
4g extracto de levadura, 10g 
extracto de malta, 4g dextrosa, 
20g agar 
ISP3 7,2 
20g avena, 1mL disolución de 
sales, 18g agar 
Se hierve la avena en agua durante 20 minutos. 
Transcurrido el tiempo se filtra y se adiciona al 
sobrenadante agua de mar hasta 1L. 
Posteriormente se añade la disolución de sales 




1g K2HPO4, 1g MgSO4.7H2O, 1g 
NaCl, 2g (NH4)2SO4, 2g CaCO3, 
1mL disolución de sales, 20g 
agar, 10g de almidón soluble. 
Inicialmente se adicionan las sales sólidas y la 
disolución de sales a 500 mL de agua de mar. 
Luego se disuelve el almidón en 500 mL de 
agua de mar. Finalmente se une el preparado 




1g L-asparagina, 10g glicerol, 1g 
K2HPO4, 1mL disolución de sales, 
20 g agar 
Se adicionan la disolución de sales, el K2HPO4, el 
glicerol y el agar a 1 L de agua de mar. 
Seguidamente se esteriliza y una vez que el 
medio se ha enfriado, pero antes de que 




4g extracto de levadura, 10g 
extracto de malta, 4g de dextrosa, 
20g agar 
Se disuelven los componentes en 1 L de agua de 
mar y se adiciona el agar. 
MD 7,3 
15g harina de soja, 2g extracto de 
levadura, 2g almidón soluble, 2g 
peptona, 4g NaCl, 4g CaCO3,  
Se disuelve el almidón en 500 mL de agua 
destilada. El resto de los componentes se 
disuelven en 500 mL de agua de mar. 









El agua de mar empleada fue proporcionada filtrada por el Servicio Central de Investigación en 
Cultivos Marinos (SC-ICM) del CASEM de la Universidad de Cádiz. 
El pH del medio de cultivo se ajustó mediante pHmetro modelo micropH 2001 de Crison de alta 
resolución, controlado por un microprocesador que permite evaluar diversos parámetros como 
temperatura. Para ello se empleó una disolución de NaOH o HCl.  
El medio de cultivo se esterilizó en una autoclave marca Selecta modelo Autester 4043720 bajo 
condiciones estándar de 121 °C y 1 atm de presión durante 20 min. 
4.2.3. Aproximación OSMAC de S. sanyensis 
S. sanyensis se precultivó en medio sólido 6-BAC, a partir de los discos de agar-micelio conservados a 
-40 °C. Las placas se incubaron a 25 °C y en presencia de luz artificial (luz día) durante 14 días. 
Seguidamente, se cortaron discos de agar-micelio, que se utilizaron como inóculo de los seis medios 
sólidos y el medio líquido MD empleados en la aproximación OSMAC (Tabla 2). 
 
Para cada medio sólido, se sembraron 6 placas Petri de 150 mm, conteniendo 100 mL de medio por 
placa. Las placas se inocularon refregando discos de agar-micelio procedentes del preinóculo y se 
incubaron bajo las mismas condiciones descritas anteriormente, durante 14, 28 y 46 días.  
 
Una vez finalizado el periodo de incubación, se llevó a cabo una extracción solido-líquido del medio 
de fermentación. Se extrajeron dos placas por medio de cultivo y tiempo de fermentación. Para ello 
se fraccionó el medio de cultivo en cubos de pequeño tamaño, que se traspasaron a matraces 
Erlenmeyer de 1 L y se cubrieron con acetato de etilo (AcOEt). El medio fue sonicado en un baño de 
ultrasonidos modelo ARGOLAB AU-65 durante 20-30 minutos, con la finalidad de potenciar la 
migración de los compuestos hacia la fase orgánica. Transcurrido el tiempo indicado se filtró el 
disolvente y se repitió el procedimiento de extracción del medio de cultivo usando la misma 
metodología, con el fin de asegurar su eficacia. La fase orgánica se secó sobre Na2SO4 anhidro, se filtró 
y se concentró a presión reducida por evaporación, empleando un rotavapor BÜCHI RE-111 Water 
Bath 461. 
 
En el caso del medio líquido, se inocularon 2 Erlenmeyers de 500mL, conteniendo 200 mL de medio 
MD (tabla 2), con 6 taquitos por matraz de agar-micelio procedentes del preinóculo. Los matraces se 
incubaron a 180 rpm durante 7 días, bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. 





a 4.000 rpm y se realizó una extracción líquido-líquido del caldo de cultivo con AcOEt (3 veces). La 
fase orgánica se lavó 2 veces con agua, se secó sobre Na2SO4 anhidro, se filtró y se concentró a presión 
reducida en un rotavapor.  
Todos los extractos crudos obtenidos se pesaron y conservaron a -20 °C hasta su posterior utilización. 
 
4.2.4. Fermentación a gran escala de S. sanyensis. 
Se prepararon 150 placas Petri, con 100 mL cada una de medio ISP2. Cada placa se inoculó con una 
suspensión de esporas de S. sanyensis en agua destilada, recolectadas de un cultivo de 15 días. La 
siembra se realizó por extensión de la suspensión de esporas a través de la superficie de la placa con 
un asa con punta plana (Asa de Digralsky). Las placas se incubaron a 25 °C durante 15 días en 
presencia de luz artificial (luz día).  
 
Transcurrido el tiempo de fermentación, se llevó a cabo una extracción sólido-líquido del caldo de 
cultivo, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado anterior, que nos condujo a 576 mg de un 
extracto seco.  
 
4.2.5. Análisis, purificación y elucidación de metabolitos secundarios 
Los extractos crudos obtenidos de las diferentes fermentaciones se analizaron mediante 
cromatografía en capa fina (CCF). El extracto procedente de la fermentación a gran escala se separó y 
purificó mediante cromatografía en columna (CC) y cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC). 
Para la caracterización de los compuestos aislados se utilizó la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 
 
4.2.5.1. Técnicas cromatográficas 
Cromatografía en capa fina (CCF) 
Para las CCF se utilizó como fase estacionaria cromatofolios de gel de sílice de Merck con indicador 
fluorescente F254. Para la fase móvil de las capas finas se emplearon mezclas de Hex/AcOEt a distintas 
polaridades. Las muestras fueron cargadas a 0,5-1 cm de la base y se eluyeron con la mezcla de 
eluyente por capilaridad. 





▪  Físico (luz UV). Gracias al indicador presente en la fase estacionaria, al proporcionarse luz UV por 
una lámpara VL-6LC de Sigma-Aldrich a λ = 254 y 365 nm, se pudieron identificar los compuestos que 
poseían un cromóforo UV. 
▪  Químico (vainillina). La placa se sumergió en el revelador vainillina, cuya composición se muestra 
en la Tabla 3. Seguidamente se le aplicó calor con un decapador, hasta la aparición de los compuestos 
mediante bandas con distintas intensidades de color y tono. 
 
Tabla 3. Composición del revelador vainillina 
Componente Masa (g) Volumen (mL) 
Vainillina 9 g - 
Ácido Sulfúrico - 5 
Etanol (96%) - 150 
Agua Destilada - 40 
 
Todos los extractos obtenidos en la aproximación OSMAC fueron cromatografiados en capa fina para 
un análisis de los resultados. Como fase móvil se usaron mezclas de Hex/AcOEt al 25%, 50% y 80%. 
Como control se utilizaron los extractos procedentes de la extracción de las harinas de soja y avena 
con AcOEt, con la finalidad de diferenciar los compuestos producidos por la bacteria de los 
componentes de las harinas. 
 
De igual forma, el extracto crudo procedente de la fermentación a gran escala se analizó mediante 
CCF, usando como eluyente mezclas de Hex/AcOEt al 50% y 80%. 
 
 
Cromatografía en Columna (CC) 
Para la cromatografía en columna se utilizó como soporte una columna de vidrio con relleno de gel 
de sílice de grano 60-200μm. Las muestras se depositaron disueltas en un pequeño volumen del 
eluyente o como cabeza seca de gel de sílice. Para la preparación de la cabeza, se disolvió la muestra 
en acetona analítica y se impregnó en gel de sílice, se evaporó el disolvente y se depositó en la parte 
superior de la columna.  
 
El crudo obtenido en la fermentación a gran escala se cromatografió en una columna de gel de sílice 





eluyente se emplearon mezclas de Hex/AcOEt en gradientes de polaridad creciente (10-100%) y 
metanol (MeOH) para arrastrar los posibles productos que hubiesen quedados retenidos en el gel de 
sílice, recolectándose 12 fracciones. 
 
Para eliminar la línea base de los extractos obtenidos en la CC, se cromatografiaron en una pequeña 
columna de gel de sílice de 0,6 X 7 cm. El eluido de la columna se filtró a través filtros de teflón de 0,22 












Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 
Para la purificación de los compuestos por HPLC se empleó un cromatógrafo modelo MERCK HITACHI 
LaChrom equipado con detector de índice de refracción. Como fase estacionaria se utilizó una 
columna semipreparativa modelo MERCK LiChrosper® Si-60 (10 μm) LiChroCART 250-10, con 
capacidad máxima de 10 mg de mezcla disuelta en 100μL por inyección. Para la fase móvil se 
emplearon mezclas isocráticas de Hex/AcOEt, previamente desgasificadas mediante u ltrasonido 
durante 20-30 min. 
4.2.5.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 
Se realizaron experimentos de RMN-1H de las 12 fracciones obtenidas por CC de la fermentación a 
gran escala, así como de cada uno de los compuestos aislados por HPLC que mostraron un peso 
superior a 1 mg. 
Para ello se emplearon los espectrómetros Agilent 400 MHz de los Servicios Centrales de Ciencia y 
Tecnología de la Universidad de Cádiz. Las muestras se disolvieron en CDCl3 o CD3OD.  
Cabeza Seca: 1 cm de altura 
Altura sílica: 32 cm. 
Diámetro: 2,5 cm 
Eluyentes:  
Mezclas: Hex/AcOEt  
Puro: AcOEt, MeOH. 






5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1. Revisión bibliográfica 
Dentro de la bibliografía estudiada, se seleccionaron 42 artículos para el cuerpo de la revisión, en los 
que se apreció la gran diversidad de metabolitos derivados de Streptomyces spp., aislados de 
ambientes marinos de diferentes partes del mundo, especialmente países asiáticos como China, Corea 
e India, y a nivel europeo, Alemania y España (Figura 3). 
 Teniendo en cuenta el sistema internacional de medicamentos, Anatomical Therapeutic Chemical 
Classification (Clasificación ATC) de la Organización Mundial de la Salud, se codificaron los 
metabolitos obtenidos durante la revisión como posibles principios activos. 56 Los grupos más 
representativos fueron antiinfecciosos para uso sistémico (J) y agentes antineoplásicos e 
inmunomoduladores (L), seguido de moléculas con actividad representativa de estos dos (J-L). Otros 
grupos de actividad biológica demostrada fueron tracto alimentario y metabolismo (A), sistema 
musculoesquelético (M), sistema nervioso (N) y el grupo de productos antiparasitarios, insecticidas 
y repelentes (P) (Figura 4). 
 
 
Las distintas cepas de Streptomyces spp. fueron aisladas principalmente de Bahías y mar abierto, a 
partir de muestras de sedimento. Los medios de crecimiento más utilizados fueron los medios ISP40 
en especial aquellos que contenían extractos de malta57–60 y aminoácidos como arginina.61  61 Los 
metabolitos obtenidos más frecuentemente fueron policétidos y alcaloides, con diferentes tipos de 
actividades biológicas y potencial farmacéutico.   
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Figura 4. Porcentaje de Frecuencia 
de los grupos ATC en la revisión. 
 
Figura 3. Porcentaje de Frecuencia de los países en la revisión. 
En Mixto: Brasil, Canadá, Australia, Nueva Guinea, USA, China, Corea, Japón, India, 





5.1.1. Antiinfecciosos y antiparasitarios. 
Dentro de los patógenos de alta incidencia a nivel clínico por su prevalencia en la población y/o 
ambiente, se encuentran aquellos microorganismos con alta resistencia a los antibióticos, tales como 
las bacterias Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (MERS), Enterococcus spp. y bacterias 
Gram negativas productoras de -lactamasas de amplio espectro (BLES) como Escherichia coli..62,63  
Otros microorganismos de relevancia a nivel de salud pública son las levaduras pertenecientes a la 
especie Candida64,65 y  hongos como Aspergillus spp.,66 que representan amenazas a la salud por su 
alta patogenicidad y emergente resistencia a los antifúngicos. Otros microrganismos de relevancia, 
además de en el entorno clínico,67 por causar infecciones de origen alimentario68,69son P. aeruginosa70, 
Acinetobacter baumannii, Proteus vulgaris/P. hauseri,71–73 Kocuria rhizophila,74 Micrococcus luteus, 
Klebsiella pneumoniae, Salmonella entérica, Bacillus cereus, Bacillus Calmette Guérin.  
  
Para contrarrestar a estos patógenos asociados a la atención sanitaria, se han aislado diferentes 
compuestos con actividad antibacteriana a partir de las cepas PGC, PM49 y 12A35 de Streptomyces 













Entre los grupos con actividad antibacteriana y antifúngica, son de especial relevancia las moléculas 
sintetizadas por Streptomyces coeruleorubidus BTSS-301, S. drozdowiczii SCSIO 10141, S. 
zhaozhouensis, y Streptomyces spp. cepas G212, SNM55, 4054, SMS636, VITLGK012. Entre ellas 





(14); benzoatos;80 Hormaocina81 (15); Estreptonigrina57 (16); Gancidina W82 (17); Marfomicina83 
















 Otros microorganismos de alto impacto a nivel sanitario son los parásitos, como el agente etiológico 
causante de la malaria, Plasmodium. Dentro de este género la especie P. falciparum  es una de cepas 
más virulentas, incidentes y de mayor resistencia a los antimaláricos.84,85 Para contrarrestar esta 
problemática se han aislado de S. ballenaensis, S. bangulaensis y Streptomyces sp. cepa CNT-372, 
moléculas con actividad biológica contra este agente, como el alcaloide Actinoramida86 (20) y 







Por último, cabe mencionar que entre los metabolitos procedentes de especies de Streptomyces, como 
S. koyangensis, se encuentran potenciales antivirales. Tal es el caso de las Neoabisomicinas88 D (22a), 
E(22b) y  G (22c), que ejercen actividad contra S. aureus resistente a meticilina y el virus zoonótico 











5.1.2. Antineoplásicos e inmunomoduladores 
Una de las causas más importantes de mortalidad en la población son las patologías oncológicas, que 
durante el año 2018 se cobraron alrededor de 9,6 millones de vidas a nivel mundial,90,91 y que se prevé 
que alcance los 1,3 millones de personas a finales del 2020 en la Unión Europea. Los tipos de cáncer 
con mayor incidencia son los de mama, próstata, colorrectal, estómago, hígado, pulmón, cérvix, piel y 
tiroides. Por otra parte, la mortalidad por cáncer de pulmón y esófago fue la principal a nivel mundial 
para el año 2020,92,93 seguido del colorrectal, pancreático y de mama para la población europea.94 
 
 Los productos naturales obtenidos a partir de Streptomyces spp., se evaluaron frente a distintas líneas 
celulares según los carcinomas más incidentes. Así, entre las líneas celulares más ensayadas están las 
de cáncer de mama (MCF7, MDA-MB-231), colon (HCT116, HT 29, CaCo-2), pulmón (A549), páncreas 
(PSN1), hígado (HEPG2, SK-HEP-1), estómago (SNU638, AGS), glioblastoma (LN18), próstata (PC-3), 
ovario (PA1), cérvix (HeLa) y leucemia (K562, HL-60). Los mecanismos de acción de los metabolitos 
aislados con actividad antineoplásica son muy diversos, pudiendo ejercer su  actividad inhibitoria 
frente a diversas proteínas, como la proteina kinasa C (PKC),95,96 catepsina B97,98 y topoisomerasa,99  o 
ejercer efecto regulador sobre la molécula TRAIL (ligando inductor de la apoptosis relacionado con 
el factor de necrosis tumoral).100 
 
Gracias a los factores ambientales inherentes al entorno marino, la variedad estructural de los 
metabolitos aislados de especies de Streptomyces, como S. globosus VITLGK011, S. cacaoi, S. albus, S. 
misionensis, S. griseus y Streptomyces spp. cepas HK10, EGY1, ACT232, G261, A65, Eg25, es muy 
amplia. Predominan los policétidos, tales como el ácido benzoiloxi-etil-carbámico101 (23),  
Salternamida E59  (24), Sharquinona102 (25), Ácido arenárico103 (26)y las Lactomicinas60 A (27a) 
B(27b) y C(27c);  metabolitos derivados de la ruta del shikimato como benzoxacystol104 (28),   
Maroxazinona-venezuelina D105 (29a-b), derivado de Benzodioxizol106 (30) derivados de 
Estaurosporina,107 Actinopiranonas19 (31);  terpenos como Estreptenol108 F (32a), G (32b),  I (32c)  

































5.1.3. Antiinfecciosos y antineoplásicos 
Dentro de la amplia gama de bioactividades de las moléculas aisladas de microorganismos marinos, 
existen algunas activas frente a diferentes dianas biológicas,110 entre las que destacan  moléculas 






A continuación se muestran algunas moléculas que inhiben el crecimiento microbiano de patógenos 
clínicos tratados en el apartado anterior, así como la proliferación de las líneas celulares 
representativas de los cánceres de mayor incidencia en la población.112  
 
Las especies implicadas en la síntesis de estas moléculas son S. caniferus CA-271066 y Streptomyces 
spp. Mei, SS17F, ICN19, AP123, SCA29, ART5, SCSIO 40060, CNY-960, CNS-284. En coherencia a lo 
presentado en el grupo de antiinfecciosos, las moléculas con actividad mixta pertenecen en su 
mayoría a la mismas familias estructurales: policétidos y derivados del shikimato. Entre los 
policétidos destacan la Caniferolida113 A-C (34), Boshramicinones114 A-B (35a) y C (35b),  
Thioquinomicinas115 A-B (36a) y C-D (36b), Ala-genintiocina (37),116 AP 123117 (38) y 4-
methoxiacetanilida118 (39). Dentro de los derivados del shikimato segundo se encuentran derivados 
del 1,3-benzodioxol,119 derivados de Ikaguramicina120 y Arcticosida - C-1027 (40).121  
Estructuralmente diferente sería la  Marinocianina A122 (41), un terpeno con actividad citotóxica 
























5.1.4. Enfermedades neurológicas   
Entre las patologías asociadas a la alteración de las condiciones fisiológicas con mayor morbi-
mortalidad tienen especial importancia los trastornos neurológicos, tales como las alteraciones 
neuropsiquiátricas y las lesiones del sistema nervioso, principales causas de la pérdida de años de 
vida saludable, medidos por los años de vida con discapacidad (years lived with a disability YLDs).123 
En Europa destacan los tumores cerebrales, accidentes cerebrovasculares, migraña y cefalea 
tensional, epilepsia, esclerosis múltiple, demencia (Alzheimer) y enfermedad de Parkinson.124 De este 
grupo, las dos últimas patologías representan las principales enfermedades neurodegenerativas,125 
que se caracterizan por no tener tratamiento directo, sino manejo de los síntomas derivados del daño 
neuronal.126,127 
 
Así, como ejemplo del potencial de los metabolitos procedentes de Streptomyces spp. de origen 
marino contra las enfermedades del sistema nervioso central128 destaca el compuesto 
Tumescenamides129 (42), un dipéptido aislado de S. tumescens YM23-260, con potencial actividad 
reguladora en las enzimas implicadas en la degradación de la proteína β -amiloide responsable del 
Alzheimer. 
 
Por otro lado, se está innovando en estructuras con actividad promisoria contra enfermedades 
neurodegenerativas. Un ejemplo de ello es la molécula aislada de S. miharaensis, patentada por el 
Instituto Coreano de Ciencia y Tecnología Oceánicas de Corea del Sur130 denominada 2H-Furo[4,3,2-
cd]benzofuran-2a(3H)-ol, 4a-(3E,5E)-3,5-heptadien-1-ilhexahidro-, 2aS,4aS,7aS,7bR (43), Este 
compuesto muestra actividad inhibitoria del óxido nítrico en microglías, lo que representa una 







5.1.5. Sistema músculo-esquelético  
Como factor transversal a las etiologías de diferentes alteraciones clínicas,131 se encuentran los 
trastornos inflamatorios. Así, entre los principios activos musculoesqueléticos, como primer 





Existen varios mecanismos implicados en la acción inflamatoria. Los polioles Succinilenes A-D, 
aislados de Streptomyces sp SAK1, muestran actividad inhibitoria del óxido nítrico.133,134 Otra diana 
biológica son las células implicadas en los procesos inflamatorios, tales como los macrófagos. 135 En 
este contexto, el metabolito Griseusrazina A136 (44) aislado de S. griseus subsp. griseusm, presenta un 






5.1.6. Tracto alimentario y metabolismo 
A partir del trastorno generalizado del metabolismo, se dilucidan enfermedades que son 
transversales a varios sistemas del organismo. Una de las más prevalentes a nivel mundial es la 
diabetes mellitus,  presente en aproximadamente 442 millones de personas en el año 2020 de 1,6 
millones de personas al año.137 De manera similar a las enfermedades neurodegenerativas, para su 
tratamiento se administran fármacos que manejan toda la sintomatología relacionada, sin lograr 
reparar la causa de la misma, más cuando esta enfermedad presenta diferentes etiologías que 
permiten su clasificación en diabetes mellitus tipo I y II. Por tanto, es de especial imp ortancia la 
búsqueda de vías preventivas a la alteración celular/tisular que causa la enfermedad. En este 
contexto, las Suncheonosides A-B(45a), C(45b) y D(45c), aisladas de Streptomyces sp SSC21 
procedente de sedimentos de la Bahía de Suncheon en Corea, ejercen un efecto regulador de la 













5.2. Estudio metabolómico del actinomiceto Streptomyces sanyensis 
5.2.1. Aproximación OSMAC en S. sanyensis  
La aproximación OSMAC es una de las vías más versátiles para la expresión de genes silentes, la cual 
a través de puntuales modificaciones en las condiciones de crecimiento de los microorganismos 
permite dar pie a la activación de diversas rutas para la formación de nuevos productos naturales.  
 
Dentro de las modificaciones más representativas, se encuentran los cambios en las fuentes de 
carbono y nitrógeno,43 sobre todo para el género Streptomyces,138 donde se manifiesta relevante en la 
regulación de la transcripción.139  Así, S. sanyensis se cultivó en siete medios de cultivo con diferentes 
fuentes de carbono y nitrógeno (ver apartado 4.2. Materiales y Métodos) y se incubó durante 14, 28 
y 46 días de crecimiento, con el fin de ver si un cambio en las condiciones de cultivo del 
microorganismo conducía a un cambio en su perfil metabolómico. Los pesos correspondientes a cada 
uno de los extractos obtenidos se muestran en la Figura 5. 
 
Un análisis comparativo de estos pesos mostró una productividad ligeramente mayor para los medios 
sólidos ISP3 y ISP6, y para el medio líquido MD. Los medios ISP3 y MD fueron preparados con harinas 
de avena y soja, respectivamente, componentes que han sido ampliamente reportados por su 
capacidad de promoción de la biosíntesis de diferentes compuestos.140–142 Sin embargo, sus 
componentes también son extraídos con el disolvente utilizado (AcOEt), haciendo que incremente el 













     
                         
                          
                         





Los extractos obtenidos de los diferentes medios de cultivo a los tres tiempos de fermentación (14, 
28 y 46 días), fueron analizados por CCF usando mezclas eluyentes de diferentes polaridades: 25%, 
50% y 80% Hex/AcOEt (Figuras 6-8). Con la finalidad de clarificar qué compuestos eran 
biosintetizados por S. sanyensis y cuáles procedían de las harinas de avena y soja, se incluyeron en las 
CCF los extractos de ambas harinas.143–146 De los resultados hallados, se encuentra cierta 
homogeneidad en las bandas presentes en las placas, destacando un mayor número de compuestos 
en el medio ISP2. El tiempo, en cambio, no pareció ser determinante, observándose el mismo número 





















Figura 6. CCF de extracto a los 14 dias de crecimiento.  
CCF: M1 (ISP1), M2(ISP2), M3 (ISP3), M4 (ISP4), M5 (ISP5 ), M6 (Medio6Bac), A (Avena), S (Soja).  
 
Figura 7. CCF de extracto a los 28 dias de crecimiento. 

















Acorde a la revisión bibliográfica realizada, para el cultivo de las actinobact erias marinas en 
laboratorio se utilizaron diferentes tipos de medios de cultivo, cuyos componentes presentan 
abundante cantidad de oligoelementos (sales); fuentes de carbono, como glucosa, almidón y malta; y 
fuentes de nitrógeno, como extracto de levadura, peptona y soja,147 Los medios más frecuentemente 
utilizados se correspondieron con los estandarizados a nivel internacional, pertenecientes al 
International Streptomyces Project (ISP), siendo de todos ellos el más utilizado el medio ISP2 (Figura 
9). 
El medio ISP2 es rico en levadura, malta, y dextrosa. Gracias a su contenido en nitrógeno es uno de 
los principales medios de elección para la obtención de PNMs,148 ya que este está implicado en el 
aumento de la productividad de los extractos y la obtención de gran variedad de moléculas con 
diferentes actividades biológicas, tales como actividades antibiótica,78,149 neuroprotectora,150 










Figura 8. CCF de extracto a los 46 días de crecimiento 
CCF: M1 (ISP1), M2(ISP2), M3 (ISP3), M4 (ISP4), M5 (ISP5), M6 (Medio6Bac), A (Avena), S (Soja).  
 































Figura 9. Medios de Cultivo de Streptomyces spp marino para la produccion de metabolitos. 






Por otro lado, un factor importante es el tiempo de fermentación, puesto que muchos de los 
microorganismos marinos no son cultivables dentro del laboratorio o en su defecto tienden a crecer 
lentamente153,154 en especial las actinobacterias, donde ha sido necesario un periodo de hasta 12 
semanas para evidenciar el crecimiento.155  Durante la revisión bibliográfica, se ha observado que, 
bajo condiciones de laboratorio, se han empleado desde 72 horas hasta 50 días para obtener 
metabolitos con diferentes actividades biomédicas (Figura 10). Esto contrasta con el comportamiento 












En base a todo lo anteriormente expuesto se definió el medio de cultivo ISP2 como el idóneo para 
realizar la fermentación a gran escala y de esta manera incrementar la producción y variedad de 
metabolitos para su posterior purificación y caracterización. Por otro lado, y dado que el tiempo no 
parecía ser significativo acorde al análisis realizado por CCF (Figuras 6 a 8), se decidió trabajar a 14 
días de crecimiento, ya que suponía un tiempo medio en comparación con el empleado para el cultivo 
de otras cepas productoras de metabolitos de su género. Asimismo, el número de días seleccionado 
ayudaba a acortar la duración del experimento. 
 
5.2.2. Fermentación a gran escala de S. sanyensis. 
Con objeto de profundizar en el conocimiento del metabolismo secundario de S. sanyensis, aislado de 
sedimentos procedentes del Parque Natural Bahía de Cádiz, se abordó el aislamiento e identificación 
de los metabolitos producidos y excretados por este actinomiceto al medio de cultivo. Para ello se 
inocularon 150 placas Petri, con medio ISP2 (100 mL/placa), con una suspensión de esporas de S. 
sanyensis en agua destilada y se incubaron durante 14 días.  
 






















El crecimiento microbiano a nivel macroscópico mostró a los tres días de incubación colonias 
amarillas de tonalidad similar al medio, planas y redondas, con progresivo cambio de color del medio 
hasta una tonalidad café y micelio blanco a los 5 días de crecimiento. Tras 10 días, la placa mostró una 
tonalidad oscura, la cual va tomando color grisáceo para el día 14 debido a la abundante presencia de 











5.2.3. Purificación y elucidación de los metabolitos secundarios  
La extracción de los metabolitos se llevó a cabo mediante una extracción sólido-líquido, con ayuda de 
un baño de ultrasonidos, tal y como se ha descrito previamente en el apartado de Materiales y 









Figura 12. Procedimiento de fermentación y extracción sólido-líquido del cultivo de S. sanyensis  
 
El eluato derivado de la extracción presentó una coloración amarillo oscuro con una tonalidad 
intensa, cuyas placas de CCF (Figura 13) eluídas con Hex/AcOEt al 50% y 80%, mostraron numerosas 
bandas de diferentes colores y factores de retención (R f), apuntando a la presencia de numerosos 
compuestos de S. sanyensis en el extracto.  
Figura 11. Crecimiento en placa de S. sanyensis. A: 5 días, B: 10 días y C: 15 días. 
 















Para separar los compuestos anteriormente mencionados, el extracto crudo procedente de la 
extracción sólido-líquido se fraccionó mediante cromatografía en columna en doce fracciones (Tabla 
5), las cuales fueron analizadas por RMN 1H. De estas fracciones, sólo se purificaron mediante HPLC 
los extractos de acetato etilo de polaridad 20% a 50% (Esquema 2) 
 

















Fracción Volumen de 
eluyente (mL) 
Nomenclatura Peso (mg) 
Hex/AcOEt 10% 150 SSAc10 37,83 
Hex/AcOEt 20% 150 SSAc20 31,59 
Hex/AcOEt 30% 150 SSAc30 18,23 
Hex/AcOEt 40%   150 SSAc40 15,63 
Hex/AcOEt 50% 150 SSAc50 23,69 
Hex/AcOEt 60% 150 SSAc60 22,17 
Hex/AcOEt 70% 150 SSAc70 16,14 
Hex/AcOEt 80% 150 SSAc80 33,57 
Hex/AcOEt 90% 150 SSAc90 10,45 
AcOEt 150 SSAcOEt 5,78 
MeOH 250 SSMet1 225,86 
MeOH 450 SSMet2 5,78 
Figura 13. CCF del extracto de la fermentacion de S. sanyensis en ISP2.  






5.2.3.1. Fracción SSAc20  
Esta fracción se analizó mediante RMN 1H y cromatografía en capa 
fina, con Hex/AcOEt al 5% como fase móvil (Figura 14). 
Seguidamente se purificó mediante HPLC semipreparativo, con 
Hex/AcOEt al 5% como eluyente y flujo de 3mL/min, obteniéndose 
un total de 4 compuestos (Esquema 2). En la Tabla 6 se expresan los 
tiempos de retención y los pesos de los compuestos aislados. Un 
nuevo análisis por RMN 1H de los tres productos mayoritarios 
aislados reveló que ninguno de ellos era de interés. Concretamente, 
los compuestos SSAc20.3 y SSAc20.4 resultaron ser grasas, las 
cuales presentan bajo interés biológico, por lo que se descartaron 









Tabla 5. Datos HPLC de fracciones SSAc20 
Fracción Tiempo de Retención Peso (mg) 
1 25 min 1,66 
2 45 min 0,52 
3 81 min 2,62 
4 90 min 5,53 
Esquema 2. Purificación del extracto de S. sanyensis. 









5.2.3.2. Fracción SSAc30 
Esta fracción fue estudiada por RMN 1H y CCF, eluída con Hex/AcOEt 
al 25% (Figura 15). Posteriormente, se preparó la muestra para HPLC,  
eliminando la línea base mediante una pequeña columna de gel de 
sílice. Una vez obtenido el eluido, se pasó a través de filtro de teflón 
acoplado a jeringas de vidrio de 3 mL . Después de la preparación se 
sometió a HPLC semipreparativo, usando como eluyente Hex/AcOEt al 
25% y flujo de 3mL/min, para dar 4 compuestos (Esquema 2). Los tres 
productos mayoritarios (Tabla 7) fueron analizados por RMN 1H, sin 
que ninguno resultase de interés. Al igual que en la fracción anterior 
los compuestos SSAc30.3 y SSAc30.4 fueron grasas, por lo que se 









5.2.3.3. Facción SSAc40 
La fracción SSAc40 fue analizada, al igual que las anteriores, mediante RMN 
1H y CCF, con una fase móvil de Hex/AcOEt al 20% (Figura 16), y preparada 
para HPLC de la misma manera que se ha explicado anteriormente. 
Seguidamente se cromatografió en un HPLC semipreparativo, usando como 
eluyente la misma mezcla de disolventes que para la CCF y un flujo de 
3mL/min. Se obtuvieron 6 compuestos, de los cuales solo el primero, con 
un tiempo de retención de 7 min, fue analizado por RMN 1H, puesto que era 
el único con un peso apto (3,94 mg) para este análisis (Esquema 2). 
Nuevamente se trató de una grasa, por lo que se descartó para continuar 
con la caracterización. 
 
Tabla 6. Datos HPLC de fracciones SSAc30 
Fracción Tiempo de Retención Peso (mg) 
1 6 min  2,96 
2 14 min  0,39 
3 32 min 1,54 
























5.2.3.4. Fracción SSAc50 
Para el análisis de esta fracción se realizó RMN 1H y CCF, con fase móvil 
de Hex/AcOEt al 25% (Figura 17). La preparación para HPLC se llevó 
a cabo como en las muestras precedentes. Seguidamente se purificó en 
HPLC semipreparativo, usando como fase móvil Hex/AcOEt al 25% y 
flujo 3 mL/min, para dar 4 compuestos (Esquema 2). Al igual que en la 
fracción SSAc40, sólo hubo un producto mayoritario, con un tiempo de 
retención de 7 min y un peso de 5,98 mg. Un análisis de este por RMN 







De manera general, todas las muestras purificadas mediante HPLC fueron identificadas como grasas, 
cuyo valor biológico poco relevante llevó a descartarlas para su completa caracterización. Teniendo 
en cuenta que los extractos analizados en este proyecto fueron los de menor polaridad, se podría 
esperar que en las fracciones de mayor polaridad (AcOEt y MeOH) se encontrasen compuestos de más 
alto interés, dado que sus espectros de RMN 1H mostraron de manera preliminar variedad estructural.  
 
Se apoya la posibilidad de halla mayor variedad estructural en las fracciones con mayor polaridad, 
con lo evidenciado durante la revisión bibliográfica, donde se al analizar los solventes utilizados para 
la obtención de metabolitos en Streptomyces (Figura 18), se ha evidenciado que luego del acetato de 
etilo (el cual solían usar en su mayoría puro), solventes de alta polaridad tuvieron mayor frecuencia 


















 Durante la revisión bibliográfica, se observó que las familias estructurales predominantes entre los 
metabolitos aislados de especies del género Streptomyces, fueron los policétidos, alcaloides y otros 
derivados como ácidos cinámicos y terpenos (Figura 19). En este gráfico de densidad poblacional, se 
aprecia que los compuestos tipo polioles y moléculas mixtas son minoritarios. Por tanto, se podría 
visionar que dentro de las fracciones no trabajadas durante el presente trabajo sea viable caracterizar 
metabolitos tipo alcaloides o policétidos.   






































14.29%  Ac Cinámicos
28.57%  Alcaloides
40.48%  Policétidos
4.76%    Mixto
9.52%    Terpenos
2.38%    Polioles
Figura 18. Frecuencia de solventes utilizados para la obtencion de metabolitos en Strptomyces spp durante la 
revisión bibliográfica. 
Mezclas: MeOH, Hex, AcOEt, CHCl3.  
Figura 19. Densidad poblacional de las familias estructurales de las moléculas analizadas 






6. CONCLUSIONES  
 
Teniendo en cuenta la metodología mixta que se ha llevado a cabo para este trabajo, se abordan las 
conclusiones para la revisión bibliográfica y para el estudio metabolómico de Streptomyces sanyensis.  
 
Revisión bibliográfica. 
1. Las bacterias del género Streptomyces aisladas de entornos marinos son una potencial fuente 
de metabolitos con posibles actividades farmacológicas. 
2. A nivel estructural, la diversidad química derivada de Streptomyces spp. presenta mayor 
frecuencia de moléculas pertenecientes a la familia de los policétidos y alcaloides.  
3. Gracias a la naturaleza química de las moléculas obtenidas de Streptomyces spp., el 
mecanismo de acción de muchas de ellas tiene la versatilidad de actuar sobre distintas dianas 
biológicas, como son el material genético tanto de microorganismos patógenos de 
importancia clínica como de células cancerígenas. 
 
Estudio metabolómico de Streptomyces sanyensis. 
1. Durante la aproximación OSMAC realizada en S. sanyensis, se comprobó el potencial de medios 
de cultivo como el ISP2, rico en extracto de levadura y malta, como activadores de la 
biosíntesis de mayor variedad de metabolitos.  
2. Gracias a la aproximación OSMAC, se observó que el tiempo de crecimiento de S. sanyensis no 
era un factor relevante para una mayor producción de metabolitos. 
















7. PERSPECTIVAS DE FUTURO 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, se plantean diferentes propuestas 
para dar continuidad a esta línea de estudio. 
 
En un principio, se plantea continuar con el aislamiento de los compuestos presentes en las fracciones 
más polares obtenidas por CC a partir del extracto de la fermentación de S. sanyensis, así como 
caracterizar todos los compuestos aislados que resulten de interés mediante técnicas instrumentales 
de Resonancia Magnética Nuclear, Espectroscopia Infrarroja y Espectrometría de Masas. De esta 
manera se tendría certeza del potencial metabolómico presente en esta bacteria gracias a los datos 
de las estructuras elucidadas. 
 
Por otro lado, una vez caracterizados los compuestos aislados, se propone evaluar sus actividades 
biológicas con el fin de encontrar potenciales nuevas moléculas bioactivas que puedan ser utilizadas 
como compuestos cabezas de serie en el diseño y síntesis de nuevos fármacos. En este sentido, se 
podrían llevar a cabo estudios de relación estructura-actividad (SAR), que nos permitieran identificar 
la localización molecular de posibles farmacóforos que nos ayudasen a visionar futuras síntesis de 
derivados con un mayor espectro farmacológico.  
 
Para finalizar, en relación con la profundización en el estudio metabólico de nuestra bacteria, queda 
abierto un gran abanico de escenarios diferentes en los que inducir la activación de rutas biosintéticas  
silentes y la consecuente producción de metabolitos crípticos potencialmente novedosos. Un ejemplo 
sería el empleo de otras técnicas químicas epigenéticas, tales como el cocultivo con otros 
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9. PROPUESTA  
Dada la gran biodiversidad del medio marino y sus especiales condiciones físico-químicas, este 
medio constituye una fuente escasamente estudiada de moléculas estructuralmente únicas, 
que difieren considerablemente de aquéllas derivadas de organismos terrestres y con 
interesantes actividades biológicas con posible interés industrial.  De hecho, un elevado 
número de compuestos antitumorales de origen marino en fase de ensayos clínicos o ya 
aprobados como fármacos derivan de fuentes microbianas, por lo que parece interesante 
profundizar en el estudio de los microorganismos marinos como fuente de nuevas moléculas 
bioactivas.  En los últimos años se han desarrollado diversas estrategias para el 
descubrimiento de nuevos productos naturales crípticos, mediante la exploración y expresión 
de genes silenciados. Una de ellas sería introducir cambios en las condiciones de cultivo del 
microorganismo, tales como nutrientes, temperatura, salinidad, aireación o incluso la forma 
del matraz, para favorecer la producción y el descubrimiento de nuevos compuestos, lo que se 
conoce como aproximación OSMAC (One Strain Many Compounds). 
En este trabajo de fin de máster nos planteamos la búsqueda de nuevos productos naturales 
con actividad farmacológica a partir del estudio metabolómico del actinomiceto Streptomyces 
sanyensis, aislado de sedimentos de la zona del intermareal de la Bahía de Cádiz.  
En primer lugar, se llevará a cabo una revisión bibliográfica sobre los metabolitos aislados a 
partir de actinomicetos del género Streptomyces, lo que nos dará una idea de la diversidad de 
las estructuras y actividades biológicas que exhiben. Dicha revisión consistirá en realizar una 
recopilación de artículos que hayan sido publicados hasta la  fecha, relacionados con los 
compuestos aislados de especies del género Streptomyces y su posible potencialidad 
biomédica, analizando los datos publicados sobre las actividades biológicas que presenten. 
Para ello se utilizará la herramienta de búsqueda bibliográfica Sci Finder. Posteriormente, 
abordaremos la fermentación del actinomiceto Streptomyces sanyensis bajo diferentes 
condiciones de cultivo que nos permitan inducir la expresión de grupos de genes biogenéticos 
silenciados, con el fin de obtener nuevos compuestos bioactivos que puedan ser utilizados 
como compuestos cabezas de serie en el diseño y síntesis de nuevos fármacos. En concreto, se 
llevarán a cabo fermentaciones del microorganismo en diferentes medios sólidos y a diferentes 
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